Antimicrobial activity of ethanolic extracts of stinging (Urtica dioica) and dead nettle (Lamium sp.) by Žalik, Anamarie
 
 
UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 












PROTIMIKROBNA AKTIVNOST ETANOLNIH 
IZVLEČKOV NAVADNE (Urtica dioica) IN MRTVE 


















UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 















PROTIMIKROBNA AKTIVNOST ETANOLNIH IZVLEČKOV 
NAVADNE (Urtica dioica) IN MRTVE KOPRIVE (Lamium sp.) 
 
DIPLOMSKO DELO 




ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF ETHANOLIC EXTRACTS OF 
STINGING (Urtica dioica) AND DEAD NETTLE (Lamium sp.) 
 
B. SC. THESIS 



















Žalik A. Protimikrobna aktivnost etanolnih izvlečkov navadne (U. dioica) in mrtve koprive (Lamium sp.).   II 
Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
 
Diplomsko delo je zaključek univerzitetnega študijskega programa 1. stopnje Živilstvo in 
prehrana. Eksperimentalni del je bil opravljen v Laboratoriju za živilsko mikrobiologijo na 
Katedri za biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost živil na Oddelku za živilstvo 
Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani. 
 
Komisija za študij 1. in 2. stopnje Oddelka za živilstvo je za mentorico diplomskega dela 
imenovala prof. dr. Sonjo Smole Možina in za recenzenta prof. dr. Marka Krefta. 
 
 
Mentorica: prof. dr. Sonja SMOLE MOŽINA 
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo 
 
 
Recenzent: prof. dr. Marko KREFT 





























Žalik A. Protimikrobna aktivnost etanolnih izvlečkov navadne (U. dioica) in mrtve koprive (Lamium sp.).   III 
Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA 
 
ŠD Du1 
DK UDK 579.24/.26:547.9(043)=163.6 
KG protimikrobne snovi, rastlinski izvlečki, navadna kopriva, Urtica dioica, mrtva 
kopriva, Lamium sp., protimikrobna aktivnost, patogene bakterije, metoda 
mikrodilucije, minimalna inhibitorna koncentracija, minimalna baktericidna 
koncentracija 
AV ŽALIK, Anamarie 
SA SMOLE MOŽINA, Sonja (mentorica), KREFT, Marko (recenzent) 
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo 
LI 2019 
IN PROTIMIKROBNA AKTIVNOST ETANOLNIH IZVLEČKOV NAVADNE (U. 
dioica) IN MRTVE KOPRIVE (Lamium sp.) 
TD Diplomsko delo (Univerzitetni študij – 1. stopnja Živilstvo in prehrana) 
OP VIII, 25 str., 5 pregl., 9 sl., 51 vir. 
IJ sl 
JI sl/en 
AI Za preprečevanje kvara hrane in obvladovanje povzročiteljev okužb in zastrupitev s 
hrano so še vedno pogosto v uporabi kemijski konzervansi. Med potrošniki so 
nezaželeni zaradi potencialno negativnih učinkov, vključno z nevarnostmi za 
zdravje ljudi zaradi kemijskih ostankov v živilskih izdelkih ter pridobivanjem 
odpornosti mikroorganizmov na uporabljene kemijske učinkovine. S tem se je 
povečala potreba po iskanju učinkovitih naravnih protimikrobnih sredstev. V 
diplomskem delu smo preiskovali protimikrobno učinkovitost izvlečkov navadne 
koprive (Urtica dioica) in dveh vrst mrtve koprive (Lamium orvala in Lamium 
galeobdolon) na sevih bakterij Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, 
Escherichia coli in Pseudomonas fragi, izoliranih iz hrane. Najprej smo iz 
posušenih rastlin pripravili etanolne izvlečke in z mikrodilucijsko metodo testirali 
njihovo učinkovanje, kar smo ovrednotili kot minimalno inhibitorno koncentracijo 
(MIK) in minimalno baktericidno koncentracijo (MBK). Izvlečki so pokazali 
protimikrobno delovanje pri vseh testiranih bakterijah, pri tem je bil izvleček 
navadne koprive (U. dioica) nekoliko učinkovitejši kot izvlečka mrtve koprive (L. 
orvala in L. galeobdolon). Rezultati so pokazali, da je ekstrakt U. dioica 
primerljivo oz. bolje deloval na gramnegativne bakterije kot na grampozitivne, saj 
je najbolje inhibiral rast gramnegativne bakterije P. fragi. Protimikrobno 
učinkovanje izvlečkov mrtve koprive L. orvala in L. galeobdolon je bilo 
primerljivo, razlika se je pokazala le pri bakteriji P. fragi, ki jo je bolje inhibiral 





Žalik A. Protimikrobna aktivnost etanolnih izvlečkov navadne (U. dioica) in mrtve koprive (Lamium sp.).   IV 
Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
 
KEY WORDS DOCUMENTATION 
 
ND Du1 
DC UDC 579.24/.26:547.9(043)=163.6 
CX antimicrobials, plant extracts, stinging nettle, Urtica dioica, dead nettle, Lamium 
sp., antimicrobial activity, pathogens, microdilution method, minimal inhibitory 
concentration, minimal bactericidal concentration 
AU ŽALIK, Anamarie 
AA SMOLE MOŽINA, Sonja (supervisor), KREFT, Marko (reviewer) 
PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Department of Food Science and 
Technology 
PY 2019 
TI ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF ETHANOLIC EXTRACTS OF STINGING 
(Urtica dioica) AND DEAD NETTLE (Lamium sp.) 
DT B. Sc. Thesis (Academic Study Programmes: Field Food Science and Nutrition) 
NO VIII, 25 p., 5 tab., 9 fig., 51 ref. 
LA sl 
AL sl/en 
AB Chemical preservatives are still commonly used to prevent food spoilage and 
control infectious agents and food poisoning. Among consumers they are 
undesirable because of the potentially negative effects, including the dangers to 
human health of chemical residues in food products and the acquisition of 
resistance of microorganisms to the chemical substances used. This has increased 
the need to find effective natural antimicrobials. In the thesis we investigated the 
antimicrobial efficacy of extracts of nettle (Urtica dioica) and two dead nettle 
species (Lamium orvala and Lamium galeobdolon) on the food strains of Listeria 
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Pseudomonas fragi. 
First, ethanol extracts were prepared from the dried plants and their effect was 
tested by microdilution method, which was evaluated as minimum inhibitory 
concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC). The extracts 
showed antimicrobial activity against all bacteria tested, while the extract of 
stinging nettle (U. dioica) was slightly more effective than the extract of dead nettle 
(L. orvala and L. galeobdolon). Surprisingly, the results showed that U. dioica 
extract had a comparable or better effect on gram-negative bacteria than on gram-
positive ones, as it best inhibited the growth of gram-negative bacteria P. fragi. The 
antimicrobial effect of the dead nettle extracts of L. orvala and L. galeobdolon was 
comparable, with the difference only in P. fragi, which was better inhibited by the 







Žalik A. Protimikrobna aktivnost etanolnih izvlečkov navadne (U. dioica) in mrtve koprive (Lamium sp.).   V 





KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA ..................................................... III 
KEY WORDS DOCUMENTATION .................................................................................. IV 
KAZALO VSEBINE ............................................................................................................... V 
KAZALO PREGLEDNIC ................................................................................................... VII 
KAZALO SLIK .................................................................................................................... VII 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI ............................................................................................. VIII 
 
1 UVOD ..................................................................................................................................... 1 
1.1 CILJI DIPLOMSKE NALOGE ........................................................................................ 1 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE ................................................................................................... 1 
2 PREGLED OBJAV ............................................................................................................... 2 
2.1 NAVADNA KOPRIVA (Urtica dioica) .......................................................................... 2 
2.1.1 Sistematika in botanični opis ................................................................................... 2 
2.1.2 Kemijska sestava ...................................................................................................... 2 
2.1.3 Protimikrobna aktivnost ......................................................................................... 4 
2.1.4 Uporaba ..................................................................................................................... 5 
2.2 BELA MRTVA KOPRIVA (Lamium album) .................................................................. 5 
2.2.1 Sistematika in botanični opis ................................................................................... 5 
2.2.2 Kemijska sestava ...................................................................................................... 6 
2.2.3 Protimikrobna aktivnost ......................................................................................... 6 
2.2.4 Uporaba ..................................................................................................................... 8 
2.3 VELECVETNA MRTVA KOPRIVA (Lamium orvala) .................................................. 8 
2.4 RUMENA MRTVA KOPRIVA (Lamium galeobdolon) ................................................. 9 
3 MATERIAL IN METODE ................................................................................................. 10 
3.1 POTEK DELA ................................................................................................................ 10 
3.2 MATERIAL .................................................................................................................... 10 
3.2.1 Rastlinski material ................................................................................................. 10 
3.2.2 Delovni mikroorganizmi ........................................................................................ 11 
3.2.3 Mikrobiološka gojišča ............................................................................................ 11 
3.2.4 Raztopine in dodatki .............................................................................................. 12 
3.2.5 Laboratorijska oprema in naprave ...................................................................... 12 
3.3 METODE ........................................................................................................................ 13 
3.3.1 Priprava etanolnih izvlečkov ................................................................................. 13 
3.3.2 Revitalizacija bakterij ............................................................................................ 13 
3.3.3 Priprava inokuluma ............................................................................................... 14 
3.3.4 Določanje koncentracije celic v inokulumu ......................................................... 14 
Žalik A. Protimikrobna aktivnost etanolnih izvlečkov navadne (U. dioica) in mrtve koprive (Lamium sp.).   VI 
Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
 
3.3.5 Priprava izhodnih in delovnih raztopin etanolnih izvlečkov ............................. 15 
3.3.6 Načrt in izvedba metode razredčevanja v mikrotitrski ploščici ........................ 15 
3.3.7 Določanje MIK in MBK ........................................................................................ 15 
4 REZULTATI ........................................................................................................................ 16 
5 RAZPRAVA ......................................................................................................................... 18 
6 SKLEPI ................................................................................................................................ 20 
7 POVZETEK ......................................................................................................................... 21 
















Žalik A. Protimikrobna aktivnost etanolnih izvlečkov navadne (U. dioica) in mrtve koprive (Lamium sp.).  VII 





Preglednica 1: Znanstvena klasifikacija navadne koprive (Urtica dioica) (Botanični vrt, 
2019c). ........................................................................................................................................ 2 
Preglednica 2: Znanstvena klasifikacija bele mrtve koprive (Lamium album) (Botanični 
vrt, 2019a). .................................................................................................................................. 5 
Preglednica 3: Bakterijski sevi, ki smo jih uporabili pri eksperimentu. ................................. 11 
Preglednica 4: Protimikrobna učinkovitost (MIK) etanolnih izvlečkov (mg/mL). ................ 16 




Slika 1: Navadna kopriva (Gelula, 2015). ................................................................................. 2 
Slika 2: Bela mrtva kopriva (Smith, 2017). ............................................................................... 5 
Slika 3: Velecvetna mrtva kopriva (Flogaus-Faust, 2014). ....................................................... 8 
Slika 4: Rumena mrtva kopriva (Lauber, 2007). ....................................................................... 9 
Slika 5: Shema eksperimentalnega dela. .................................................................................. 10 
Slika 6: Posušen (levo) in zmlet (desno) rastlinski material. ................................................... 13 
Slika 7: Ovrednotenje števila bakterij v inokulumu z metodo štetja kolonij. .......................... 14 
Slika 8: Vizualno določanje MIK na mikrotitrski ploščici. ..................................................... 17 









Žalik A. Protimikrobna aktivnost etanolnih izvlečkov navadne (U. dioica) in mrtve koprive (Lamium sp.).  VIII 
Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
ATCC   tipski sev zbirke American Type Culture Collection 
BHI   Brain Heart Infusion bujon (ang. Brain Heart Infusion Broth) 
BX   benzoksazinoidi 
DMSO  dimetil sulfoksid 
E. coli   Escherichia coli 
INT   2-p-jodofenil-3-p-nitrofenil-5-fentil tetrazolijev klorid 
L. galeobdolon Lamium galeobdolon 
L. monocytogenes Listeria monocytogenes 
L. orvala  Lamium orvala 
MBK   minimalna baktericidna koncentracija 
MHB   Mueller Hinton bujon (ang. Mueller Hinton Broth) 
MIK   minimalna inhibitorna koncentracija 
n. d.   ni določeno 
P. aureginosa  Pseudomonas aureginosa 
P. fragi  Pseudomonas fragi 
S. aureus  Staphylococcus aureus 
TSA   tripton soja agar (ang. Tryptone Soya Agar) 
TSB   tripton soja bujon (ang. Tryptone Soya Broth) 
U. dioica  Urtica dioica 
UDA   Urtica dioica aglutinin 
ŽM, ŽMJ mikrobiološka zbirka Laboratorija za živilsko mikrobiologijo na 













Žalik A. Protimikrobna aktivnost etanolnih izvlečkov navadne (U. dioica) in mrtve koprive (Lamium sp.).   1 





Kratek rok obstojnosti, kvar in prenos bolezni zaradi kontaminacije z mikroorganizmi ali 
njihovimi metaboliti je velika skrb vseh členov v živilsko prehranski oskrbovalni verigi, 
kljub številnim načinom ohranjanja podaljšane obstojnosti živil (zamrzovanje, sterilizacija, 
sušenje, kemijski konzervansi ipd.). Problem je še bolj izrazit ob uporabi milejših načinov 
konzerviranja hrane, ki so bolj v skladu s povpraševanjem potrošnikov po živilih z 
naravnejšim izgledom in večjo kakovostjo. Poleg tega potrošniki vse bolj zavračajo živila, 
pripravljena s konzervansi kemijskega izvora, kar je še vedno vsakodnevna praksa za 
doseganje dovolj dolgega roka uporabnosti živil in visoko stopnjo varnosti glede patogenih 
mikroorganizmov, prenosljivih s prehrambenimi proizvodi. Bolezni, ki se prenašajo s 
hrano, vsako leto povzročijo veliko breme javnemu zdravstvu številnih razvitih in 
nerazvitih držav (ECDC/EFSA, 2018). Vse večji problem predstavlja naraščajoča 
odpornost patogenih bakterij na številne kemijske in fizikalne dejavnike, s katerimi jih 
sicer inhibiramo (ECDC/EFSA, 2018). Zaradi teh skrbi se je povečala potreba po iskanju 
varnejših naravnih alternativ tradicionalnim rešitvam (Gutiérrez-del-Río in sod., 2018; 
Singh, 2018; Smid in Gorris, 2007).  
 
Že od nekdaj se rastline tradicionalno uporabljajo v prehrani in za zdravljenje. Koristni 
protimikrobni učinki rastlin izhajajo iz sekundarnih produktov, prisotnih v rastlini. To so 
večinoma sekundarni metaboliti, kot so alkaloidi, steroidi, tanini in fenolne spojine, ki 
imajo protimikrobne in antioksidativne lastnosti, prav tako pa se rastline danes štejejo za 
dragocen vir edinstvenih naravnih spojin, ki se uporabljajo pri razvoju antidiabetičnih, 
protivnetnih, protirakavih in protimikrobnih zdravil (Angiolella in sod., 2018; Smid in 
Gorris, 2007). 
 
1.1 CILJI DIPLOMSKE NALOGE 
 
- Priprava etanolnih izvlečkov navadne koprive (Urtica dioica) in  mrtve koprive 
(Lamium orvala in Lamium galeobdolon). 
- Določitev protimikrobnega učinka etanolnih izvlečkov na različne grampozitivne in 
gramnegativne bakterije (določanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) in 
minimalne baktericidne koncentracije (MBK)). 
- Primerjava protimikrobne učinkovitosti etanolnih izvlečkov navadne koprive (U. 
dioica) in dveh vrst mrtve koprive (L. orvala in L. galeobdolon). 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
- Izvlečki navadne koprive (U. dioica) imajo boljši protimikrobni učinek na 
grampozitivne bakterije kot na gramnegativne bakterije. 
- Izvlečki navadne koprive (U. dioica) imajo boljši protimikrobni učinek proti 
različnim bakterijam kot izvlečki dveh vrst mrtve koprive, ki so na razpolago za 
testiranje (L. orvala in L. galeobdolon). 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 NAVADNA KOPRIVA (Urtica dioica) 
 
2.1.1 Sistematika in botanični opis 
 
Preglednica 1: Znanstvena klasifikacija navadne koprive (Urtica dioica) 







                                               
 
Urtica dioica, splošno znana kot navadna ali pekoča kopriva, spada v botanično družino 
koprivovk (Urticaceae), ki obsega okoli 80 vrst, razširjenih po celem svetu (Rajput in sod., 
2018). Ta rastlina je splošno znana po svoji izjemni biološki aktivnosti in ugodnem učinku 
na zdravje ljudi (Đurović in sod., 2017). 
 
Navadna kopriva ima do 1,8 m visoko pokončno steblo, ki je le redko razvejeno. V 
običajnih razmerah zraste 60 do 90 cm visoko in zavzame premer do 20 cm. Steblo in listi 
so posuti z grobimi žgalnimi laski, ki so značilnost te rastline. Listi so ovalni, zoženi v 
koničast zaključek. Imajo izrazito nazobčan rob in srčasto oblikovano dno lista. Cvetovi so 
drobni in enospolni. Na eni rastlini so samo ženski ali samo moški cvetovi (Rode, 2018). 
To je trajnica, ki raste v nižjih predelih z bogato zemljo in relativno visoko koncentracijo 
vlage. Pekoča kopriva je pogost vzrok za kontaktno urtikarijo (Cummings in Olsen, 2011). 
Pri tem se krhki žgalni laski zlomijo, se zapičijo v kožo in v rano se izlije mešanica 
dražilnih snovi s histaminom, acetilholinom in mravljično kislino, kar povzroči lokalno 
vnetje (Rode, 2018). 
 
2.1.2 Kemijska sestava 
 
U. dioica vsebuje precej široko paleto kemijskih sestavin, čeprav jih je bilo identificiranih 
le nekaj. Glavne kemijske spojine so flavonoidi, tanini, hlapne spojine in maščobne kisline, 
polisaharidi, izolektini, terpeni, beljakovine, vitamini in minerali. Spojine, ki so odgovorne 
za ožigalne dlačice na listih, so acetilholin, histamin, 5-hidroksitriptamin (serotonin), 
mravljična kislina in majhne količine levkotrienov B4 in C4, ki delujejo kot posredniki 
urtikarije (Joshi in sod., 2014; Upton, 2013). Poleg tega so bili v listih identificirani 
derivati šikimske kisline fenilpropani, kavna kislina in različni estri te kisline, kot npr. 
klorogenska kislina, medtem ko so Urtica dioica aglutinin (UDA), skopoletin, steroli, 
















Slika 1: Navadna kopriva 
(Gelula, 2015). 
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Delitev identificiranih flavonoidov glede na strukturo (Zeković in sod., 2017): 
- flavoni (apigenin, luteolin in krizoeriol), 
- flavonoli (kaempferol, kvercetin, izorhamnetin in miricetin), 
- izoflavoni (genistein), 
- flavanoni (naringenin), 
- flavanoli (katehin) 
- in njihovi glikozidi (luteolin-7-O-glikozid, kaempferol-3-O-glukozid, kvercetin-3-O-
ramnozid in rutin). 
 
Flavonoidi, ki so prisotni v svežih zeliščih (socvetje in listje), so v glavnem kaempferol, 
izorhamnetin, kvercetin, izokvercetin, astragalin in njihovi 3-rutinozidi in 3-glikozidi 
(Bucar in sod., 2006; Rajput in sod., 2018). 
 
Fenolne kisline 
Navadna kopriva vsebuje številne fenolne kisline, kot so p-hidroksibenzojska, cimetna, 
protokatehujska, p-kumarna in galna, ki imajo karboksilno funkcionalno skupino ter 




Zaznanih je bilo več monoterpenov, izmed katerih so bili identificirani štirje ciklični 
monoterpeni ((+)-limonen, α-pinen, β-pinen, terpinen), dva aciklična monoterpena s 
kisikom (linalol, geraniol), trije ciklični monoterpeni s kisikom (kafra, evkaliptol, α-
terpineol) in trije aromatični oksigenirani monoterpeni (karvakrol, evgenol, estragol). 
Prevladujejo linalol, karvakrol in evgenol, karvakrol je v eteričnem olju najpogostejši 
(Đurović in sod., 2017). 
 
Poleg tega vsebuje eterično olje iz nadzemnih delov rastline estre (14,7 %), proste alkohole 
(2 %) in ketone (38,5 %), opredeljene kot 2-metil-2-hepten-2-on, acetofenon in etilketon, 
sledove dušikovih snovi, fenole in aldehide (Upton, 2013). 
 
Maščobne kisline 
Rafajlovska s sodelavci (2001) je raziskala prisotnost in relativno količino maščobnih 
kislin v izvlečkih zelišč koprive. Kar 6,8 %, 1,1 %, 3,6 %, 20,2 % in 12,4 % lipidne 
frakcije C16:0 (palmitinska), C18:0 (stearinska), C18:1 (oleinska), C18:2 (linolna) in 
C18:3 (linolenska).  Nasprotno, Guil-Guerrero in sod. (2003) so ugotovili, da je linolenska 
kislina prevladujoča maščobna kislina v listih, medtem ko je seme bogatejše z linolno 
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Glavni karotenoid v koprivi je β-karoten. Količino skupnih karotenoidov iz svežih listov 
koprive so poročali kot 29,6 mg/100 g suhe mase, njihovi relativni deleži pa so bili opisani 
kot β-karoten (61 %), hidroksi-α-karoten (0,9 %), lutoksantin (10,3 %), lutein epoksid 
(13,1 %) in violaksantin (14,7 %) (Upton, 2013). Rohricht (2007) je navedel skupne 
karotenoide kot 0,10–0,16 % in celotno vsebnost flavonoidov kot 0,75–0,88 %. 
 
Primarni metaboliti 
Ugotovili so številne primarne metabolite. Kopriva vsebuje 5–6 % beljakovin v svežih 
rastlinah in 23–24 % v suhih rastlinah; 70 % teh količin so prebavljivi proteini. Druge 
identificirane snovi so: nevtralni in kisli glikoprotein, vključno z eno serinsko O-
galaktozidno glikopeptidno vezjo, vosek, sluz in lipaza (Upton, 2013). 
 
Vitamini in minerali 
Listi koprive so bogati z vitamini, kot so C, B kompleks in K, ter minerali, kot je kalcij, 
železo, magnezij, fosfor, kalij in natrij (Joshi in sod., 2014). Ugotovljeni so bili tudi 
porfirini, in sicer koproporfirin in protoporfirin ter tanini. Kopriva vsebuje tudi 1,0–1,2 % 
maščobe v svežih rastlinah in 4,8–8,1 % v suhih rastlinah (Upton, 2013). 
 
Druge sestavine 
Pomembne so vse esencialne aminokisline, glukokinini in visoka vsebnost klorofila (0,08–
0,3 % v svežih listih in 0,6–1,0 % v suhih listih). Ugotovili so kisline z nizko molekulsko 
maso, kot so mravljična, ocetna in druge (Rajput in sod., 2018). 
 
2.1.3 Protimikrobna aktivnost 
 
Potrebna so nova protimikrobna sredstva na različnih področjih, vključno z medicino, 
farmacijo in industrijsko proizvodnjo hrane. Zanimanje za protimikrobna sredstva, 
pridobljena iz rastlin, se povečuje, predvsem zaradi sedanjega razširjenega prepričanja, da 
je "zeleno zdravilo, biocid ali konzervans" varnejši kot sintetične snovi (Salih in sod., 
2014). 
 
Številne raziskave poročajo, da so grampozitivne bakterije bolj občutljive na delovanje 
navadne koprive (U. dioica) kot gramnegativne (Gibbons, 2008; Mirtaghi in sod., 2016; 
Modarresi-Chahardehi in sod., 2012; Motamedi in sod., 2014). Odpornost gramnegativnih 
bakterij je povezana z lipopolisaharidi v njihovi zunanji celični membrani (Modarresi-
Chahardehi in sod., 2012). Prepustnost membrane je veliko manjša kot pri grampozitivnih 
bakterijah (Mirtaghi in sod., 2016). 
 
Več študij poroča o protimikrobnem učinkovanju ekstraktov navadne koprive (U. dioica) 
proti bakterijam vrste S. aureus, L. monocytogenes in E. coli (Gülçin in sod., 2004; 
Mahmoudi in sod., 2014; Motamedi in sod., 2014). V eni izmed študij je navadna kopriva 
pokazala protimikrobno delovanje proti bakterijam vrste S. aureus, zavirala pa je tudi rast 
Žalik A. Protimikrobna aktivnost etanolnih izvlečkov navadne (U. dioica) in mrtve koprive (Lamium sp.).   5 
Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
 
 
bakterij rodu Salmonella in Pseudomonas. Bakterije Escherichia coli, Proteus in Klebsiella 
so bile odporne na etanolne izvlečke navadne koprive (Salih in sod., 2014), za razliko od 
vodnega ekstrakta, ki je pokazal boljšo protimikrobno učinkovitost (Kukrić in sod., 2012). 
Več raziskav je pokazalo, da ima to zelišče antioksidativne, antibakterijske, antidiabetične, 
antirevmatične, protivnetne, protivirusne, antialergijske, antikancerogene, antipiretične, 
antihipertenzivne, prebavo stimulirajoče in diuretične lastnosti (Joshi in sod., 2014; Rajput 




Prisotnost biološko pomembnih razredov spojin, kot so maščobne kisline (zlasti 
dominantne cis-9,12 linolna in α-linolenska kislina), karotenoidi, polifenolne spojine in 
minerali, kot tudi odsotnost težkih kovin, ki so strupene za človeka, podpira možnost 
uporabe navadne koprive v prehrani, industriji ter v ljudski in sodobni medicini. Takšna 
kombinacija spojin in elementov omogoča uporabo te rastline na različnih industrijskih 
področjih, kot je farmacevtska ali živilska industrija. Rastlina je pomemben vir 
farmakološko dragocenih spojin za proizvodnjo zdravil in prehranskih dopolnil. Takšni 
dodatki so varni za uporabo in brez stranskih učinkov. Rezultati utemeljujejo uporabo 
navadne koprive v ljudski medicini in prehrani ljudi, hkrati pa odpirajo vrata širši uporabi 
in obsežnejšim študijam kemijske sestave (Đurović in sod., 2017). 
 
Zelišče koprive zaustavlja notranje krvavitve, odvaja vodo in čisti kri. Ureja celično 
presnovo in rahlo znižuje raven krvnega sladkorja. Zmanjšuje slabokrvnost, lajša driske in 
utrjuje vezivo sklepov. Učinkovita je tudi za spiranje hemoroidov in lajšanje revmatičnih 
težav. Uporablja se v obliki čajev, tinktur in izvlečkov (Rode, 2018). Različne študije so 
pokazale antioksidativne, protimikrobne, protivnetne in analgetične lastnosti ekstraktov 
navadne koprive (Upton, 2013). Poleg uporabe v medicini se ta rastlina široko uporablja 
tudi v prehrani ljudi, bodisi kot hrana ali kot čaj, prav tako pa se nabira tudi zaradi visoke 
vsebnosti klorofila, ki se uporablja kot zeleno barvilo (E140) v hrani in zdravilih (Đurović 
in sod., 2017). 
 
2.2 BELA MRTVA KOPRIVA (Lamium album) 
 
2.2.1 Sistematika in botanični opis 
 
Preglednica 2: Znanstvena klasifikacija bele mrtve koprive  






















Slika 2: Bela mrtva kopriva 
(Smith, 2017). 
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Rod Lamium obsega okoli 40 enoletnih in trajnih vrst, ki izvirajo iz Evrope, Azije in 
Severne Afrike. L. album je trajnica, ki raste do 50–100 cm, z zelenimi, štirioglatimi stebli. 
Listi so dolgi, trikotni, z zaobljenim spodnjim delom, nazobčanim robom in mehkimi 
dlačicami. Na zgornjem delu stebla se razvijejo beli dvoustnati cvetovi, dolgi približno 2 
cm, s 5-zobatimi čašnimi listi, ki so razporejeni po 6 do 12 cvetov skupaj v aksilarnih 
vretencih (Wichtl, 2004). 
 
Mrtva kopriva uspeva na delno senčnih območjih in jo je mogoče najti v bližini kamnitih 
ruševin, cest, ograj, srednjih čistin in v grmičevju (Shah in sod., 2019). Razlog za ljudsko 
poimenovanje L. album kot koprive je zaradi njene vidne podobnosti z navadno koprivo. 
Vendar pa za razliko od navadne koprive nima ožigalnih laskov, tako da ob dotiku ne 
zapeče. Medtem ko se navadna kopriva brani z zbadanjem, je mrtva kopriva pred 
rastlinskimi zajedavci zaščitena z zunanjo podobnostjo navadni koprivi (Pourmirzaee 
Sheikhali Kelayeh in sod., 2019). 
 
2.2.2 Kemijska sestava 
 
Lamium album je daleč najbolj raziskana vrsta iz rodu Lamium (Salehi in sod., 2019). 
Zdravilne lastnosti bele mrtve koprive in njena tradicionalna uporaba so spodbudile 
intenzivne fitokemijske raziskave. Poznan je širok spekter terapevtskih aktivnosti, ki se 
pripisujejo različnim biološko aktivnim snovem, kot so iridoidi, flavonoidi, fenolne kisline, 
derivati izosketelereina, terpeni, fitoekdisteroidi in eterična olja. Najpomembnejše spojine 
rodu Lamium so iridoidi (lamalbid in sekoiridoidi), ki tvorijo veliko skupino monoterpenov 
in so navadno prisotni kot glikozidi (Yordanova in sod., 2014). 
 
Fenolne spojine so široko razširjene v rastlinah. V nadzemnem delu L. album so bili 
identificirani trije feniletanidni glikozidi; verbaskozid, izoverbaskozid in lamalbozid. V 
prečiščenem etanolnem ekstraktu cvetov, listov in stebel so ugotovili, da derivati 
nenavadnega flavonskega izoskutelareina predstavljajo približno tretjino količinsko 
opredeljenih fenolov (Yordanova in sod., 2014). Flavonoidi so pogosto v obliki aglikona 
(kvercetin) in glikozidov (izokvercetin, tilirozid in rutin) in v nadzemnih delih bele mrtve 
koprive. Topni so v metanolu in etilacetatu. Ti izvlečki so vsebovali tudi fenolne kisline, 
kot so protokatehinska, klorogenska, vanilinska, kavna, P-kumarna in ferulna kislina (Shah 
in sod., 2019). 
 
Poleg iridoidov in fenolnih spojin so bili identificirani tudi triterpeni, saponini, maščobne 
kisline, polisaharidi, tanini, eterična olja, fitoeksdisteroidi in sluzi (Pourmirzaee Sheikhali 
Kelayeh in sod., 2019). 
 
2.2.3 Protimikrobna aktivnost 
 
In vitro, in vivo in klinične študije so pokazale širok spekter bioloških aktivnosti rastlin, 
bogatih z iridoidi (Yordanova in sod., 2014). Številne biološke učinke pa imajo tudi 
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fenolne spojine, eterična olja in fitoeksdisteroidi (Pourmirzaee Sheikhali Kelayeh in sod., 
2019). Te bioaktivne spojine, izolirane iz L. album, lahko delujejo antioksidativno, 
protimikrobno, protialergijsko, antiartritično, protivnetno, estrogeno, antikancerogeno, 
protivirusno, imunomodulatorno, nevroprotektivno, citotoksično in analgetično, pozitivno 
vplivajo na celjenje ran ter stimulirajo imunski sistem in sintezo proteinov, znižajo 
koncentracijo holesterola in glukoze v krvi (Pourmirzaee Sheikhali Kelayeh in sod., 2019; 
Yordanova in sod., 2014). 
 
Te rastline lahko služijo kot možen vir za nove protimikrobne snovi, na katere sevi 
patogenov niso odporni (Chipeva in sod., 2013). Zaradi stranskih učinkov in odpornosti, ki 
jo patogeni mikroorganizmi razvijajo proti antibiotikom, je bila nedavno večja pozornost 
namenjena ekstraktom in biološko aktivnim spojinam, izoliranim iz rastlinskih vrst, ki se 
uporabljajo v tradicionalni zeliščni medicini. Protimikrobna sredstva rastlinskega izvora 
imajo velik potencial. So učinkoviti pri zdravljenju nalezljivih bolezni, hkrati pa blažijo 
številne neželene učinke, ki so pogosto povezani s sintetičnimi protimikrobnimi zdravili 
(Kokoska in sod., 2002). Izkustveno pa so se rastline tradicionalno uporabljale tudi za 
konzerviranje hrane (Mlakar, 2015). 
 
Nedavno je bila izvedena podrobnejša analiza protimikrobne aktivnosti 18 različnih 
izvlečkov in vivo in in vitro bele mrtve koprive. Ekstrakte so dobili z uporabo štirih 
različnih topil (metanol, etanol, voda in kloroform). Vsi uporabljeni ekstrakti so pokazali 
protibakterijsko aktivnost na testiranih sevih bakterij (Bacillus subtilis, Enterobacter 
aerogenes, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus 
luteus, Proteus hauseri, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica, Staphylococcus 
aureus, Staphylococcus epidermidis) z MIK od 10 do 0,313 mg/mL (Chipeva in sod., 
2013). Grampozitivne bakterije so bile bolj občutljive kot Gramnegativne bakterije. 
Metanolni in etanolni ekstrakti listov in vitro razmnožene bele mrtve koprive so imeli širši 
spekter protimikrobnega delovanja kot in vivo ekstrakti. Najnižjo MIK proti E. faecalis, S. 
aureus, P. hauseri in P. aeruginosa so dosegli kloroformski izvlečki in vivo cvetov in 
listov (Chipeva in sod., 2013). 
 
Pokazalo se je, da etanolni ekstrakt iz korenike bele mrtve koprive deluje protimikrobno 
proti bakterijam vrste B. cereus in S. aureus (Kokoska in sod., 2002). Etanolni ekstrakt pri 
koncentraciji 50 µg/mL deluje citoprotektivno (Shah in sod., 2019). Kloroformni in etil 
acetatni izvleček L. album sta pokazala boljše protimikrobno delovanje proti bakteriji S. 
aureus kot suh izvleček, medtem ko je fenolni kompleks najučinkoviteje inhibiral bakterijo 
P. aeruginosa (Kovaleva in sod., 2016). Fathi in sod., (2018) v svoji študiji poročajo o 
antibakterijskem delovanju metanolnega ekstrakta L. album na bakterije vrste E. coli in 
Klebsiella, kjer se je pokazala boljša učinkovitost proti bakteriji E. coli. Čeprav pri visoki 
koncentraciji 100 mg/mL, je izvleček iz nadzemnih delov rastline učinkoviteje inhibiral 
rast E. coli kot izvleček iz korenin. Razlike v protimikrobnih učinkih različnih delov 
rastline so lahko posledica prisotnosti različne količine aktivnih snovi. 
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Nekdaj je za belo mrtvo koprivo veljalo, da izboljšuje razpoloženje in vitalnost. 
Uporabljala se je tudi kot alternativna hrana v času lakote v različnih državah v Evropi, na 
Kitajskem in na Japonskem. Mladi poganjki, listi in cvetovi rastline so užitni surovi ali 
kuhani (Salehi in sod., 2019). Danes uživanje bele koprive povezujejo z ugodnimi učinki 
za zdravje, uporablja se za pripravo čajev, prehranskih dopolnil, kot začimba ali sestavina 
nekaterih mediteranskih jedi. Še posebej velja, da uživanje prehranskih dopolnil, 
obogatenih z izvlečki L. album, razstruplja organizem, prepreči menstrualne motnje, vnetje 
trebuha in mišično-skeletne bolezni ter izboljša presnovo maščob (Yordanova in sod., 
2014). V tradicionalni in ljudski medicini je bela mrtva kopriva znana tudi po svoji 
protivnetni, adstringentni in antiseptični aktivnosti in se še posebej uporablja pri 
menoragiji, vaginalnem in cervikalnem vnetju ter zdravljenju levkoreje. Pogosto ga 
imenujemo zdravilo žensk. Poleg tega se posušeni cvetovi uporabljajo v primeru vnetja 
kože, bolezni prebavil ali sečil (Salehi in sod., 2019; Yordanova in sod., 2014).  
 
Nekdaj so ljudje uporabljali naravne sestavine zgolj na podlagi empiričnih dokazov, recepti 
ljudske medicine pa so bili razviti brez znanstvenih spoznanj o učinkovitosti uporabljenih 
rastlinskih pripravkov ter o njihovih aktivnih sestavinah in načinu delovanja. Danes je 
znanje znanstveno potrjeno, kar zagotavlja globlje razumevanje koristnih lastnosti naravnih 
proizvodov (Yordanova in sod., 2014). 
 
2.3 VELECVETNA MRTVA KOPRIVA (Lamium orvala) 
 
Lamium orvala je zelnata trajnica iz družine ustnatic (Lamiaceae), razširjena po južni in 
srednji Evropi (Botanični vrt, 2019b). Ima pokončno štirioglato steblo, ki je preprosto ali 
razvejano in visoko 30-60 cm. Listi so srčasti z nazobčanim robom, venčni listi pa so 
značilno oblikovani v dvoustne cvetove, ki so rdečkasti ali rjavkasto vijoličasti. Rastlina je 
poredko posuta z mehkimi dlačicami. Najdemo jo v grmičih, gozdovih, tudi v živih mejah. 













 Slika 3: Velecvetna mrtva kopriva (Flogaus-Faust, 2014). 
 
m orvala, 2019). 
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Rod Lamium se odlikuje po prisotnosti številnih kemijskih spojin, kot so hidroksicimetna 
kislina, terpenoidi, med njimi iridoidi in sekoiridoidi, flavonoidi, antocianini, 
fenilpropanoidi, benzoksazinoidi, betaini in eterična olja (Salehi in sod., 2019; Yalçin in 
Bilecenoglu, 2006). 
 
2.4 RUMENA MRTVA KOPRIVA (Lamium galeobdolon) 
 
Lamium galeobdolon je zelnata trajnica iz družine ustnatic (Lamiaceae), ki zraste 20-50 cm 
visoko. Ima jajčaste liste z nazobčanim robom ter rumene cvetove z rjavkastimi madeži. 
Kot Lamium orvala, je poredko posuta z mehkimi dlačicami (Mennema, 1989). Je divja 
rastlina, ki je razširjena po Evropi, drugod pa je bila uvedena kot vrtna rastlina. Med 
drugim predstavlja potencialno sestavino za pripravo funkcionalnih živil. Izvleček iz 
nadzemnih delov se tradicionalno uporablja pri vročini, malariji, bradavicah, zaprtju, 
















V rastlini so identificirali različne benzoksazinoide (BX), ki so prisotni kot glukozidi. Te 
spojine so metaboliti, pridobljeni kot derivati indola, ki delujejo v obrambi pred številnimi 
zajedavci in patogeni. Številne nedavne študije so poročale o protimikrobnih, 
antikancerogenih in reproduktivno stimulacijskih učinkih sestavin rumene mrtve koprive, 
kakor tudi o sistemskih stimulatorjih centralnega živčnega sistema ter zmanjšanju apetita 








Slika 4: Rumena mrtva kopriva (Lauber, 2007). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 POTEK DELA 
 
Celoten eksperiment je bil izveden v Laboratoriju za živilsko mikrobiologijo na Katedri za 
biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost živil na Oddelku za živilstvo Biotehniške 































3.2.1 Rastlinski material 
 
Za izvedbo eksperimenta smo uporabili navadno koprivo (Urtica dioica) in dve vrsti mrtve 
koprive: velecvetno (L. orvala) in rumeno koprivo (L. galeobdolon), ki so bile nabrane 
poleti 2017 ob vasi Razloge, Gornjekolpska dolina, Gorski kotar, Hrvaška. Sveže rastline 
so bile posušene pri sobni temperaturi na prepihu, zaščitene pred direktno svetlobo. 
Posušene smo jih uporabili za pripravo etanolnih  izvlečkov. 
priprava etanolnih izvlečkov 
Slika 5: Shema eksperimentalnega dela. 
nabiranje svežih rastlin 
sušenje celih rastlin 
priprava izhodnih in delovnih raztopin 
rastlinskih izvlečkov 
 
načrt izvedbe mikrodilucije 
 revitalizacija bakterijskih kultur 
L. monocytogenes ŽM58 
S. aureus ŽMJ72 
E. coli ŽM370 
P. fragi ŽM648 
 
inkubacija: 24h, 37/30 °C 
 
priprava inokuluma (OD600 = 0,1) 
določanje koncentracije celic v 
inokulumu 
izvedba mikrodilucije v tekočem 
gojišču TSB 
 
inkubacija mikrotitrskih ploščic 
vizualno določanje MIK in MBK 
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3.2.2 Delovni mikroorganizmi 
 
Za izvedbo eksperimentalnega dela smo uporabili seve bakterij Listeria monocytogenes, 
Staphylococcus aureus, Escherichia coli in Pseudomonas fragi. 
 
Preglednica 3: Bakterijski sevi, ki smo jih uporabili pri eksperimentu. 
Oznaka seva Vir seva 
Listeria monocytogenes ŽM58 nemški referenčni sev 4b 
Staphylococcus aureus ŽMJ72 ATCC 25923 
Escherichia coli ŽM370 ATCC 11229 
Pseudomonas fragi ŽM648  
Legenda: ATCC: tipski sev zbirke American Type Culture Collection; ŽM, ŽMJ: mikrobiološka zbirka 
Laboratorija za živilsko mikrobiologijo na Oddelku za živilstvo, Biotehniške fakultete. 
 
3.2.3 Mikrobiološka gojišča 
 
Trdno gojišče TSA 
Sestavine: 
- 20 g Tryptone soya Agar – tripton soja agar (Oxoid, CM0131, Anglija) 
- 1,25 g dikalijev hidrogenfosfat K2HPO4 
- 1,25 g D-(+)-glukoza (Kemika, 0705007, Hrvaška) 
- 3 g kvasnega ekstrakta (Biolife, 412220, Italija) 
- 500 mL destilirane vode 
Priprava: Suhe sestavine smo natehtali v 1000 mL steklenico in jih raztopili v 500 mL 
destilirane vode. Nato smo gojišče sterilizirali v avtoklavu 15 minut pri temperaturi 121 
°C. Tako pripravljeno gojišče smo do uporabe hranili v inkubatorju na 45 °C ali pa ga 
aseptično razlili v sterilne petrijevke, ohladili na sobni temperaturi in jih do uporabe hranili 
v hladilniku. 
 
Tekoče gojišče TSB 
Sestavine: 
- 15 g Tryptone Soya Broth – tripton soja bujon (Oxoid, CM0129, Anglija) 
- 500 mL destilirane vode 
Priprava: 15 g osnovnega medija TSB smo natehtali v 1000 mL steklenico in vsebino 
raztopili v 500 mL destilirane vode. Gojišče smo nato sterilizirali v avtoklavu 20 minut pri 
temperaturi 121 °C in do uporabe hranili v hladilniku. 
 
Tekoče gojišče BHI 
Sestavine: 
- 19 g Brain Heart Infusion Broth (Merck, 2.10493.0500, Nemčija) 
- 500 mL destilirane vode 
Priprava: 19 g osnovnega medija BHI smo natehtali v 1000 mL steklenico, raztopili v 500 
mL destilirane vode in sterilizirali v avtoklavu 20 minut pri temperaturi 121 °C. Po 
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končani sterilizaciji smo tako pripravljeno gojišče ohladili na sobni temperaturi in do 
uporabe hranili v hladilniku. 
 
Tekoče gojišče MHB 
Sestavine: 
- 10,5 g Mueller Hinton Broth – Mueller Hinton bujon (Merck, 1.10293, Nemčija) 
- 500 mL destilirane vode 
Priprava: 10,5 g osnovnega medija MHB smo natehtali v 1000 mL steklenico, raztopili v 
500 mL destilirane vode in sterilizirali v avtoklavu 20 minut pri temperaturi 121 °C. Po 
končani sterilizaciji smo tako pripravljeno gojišče ohladili na sobni temperaturi in do 
uporabe hranili v hladilniku. 
 




- 3,4 g KH2PO4 (Kemika, 11161, Hrvaška) 
- 1100 mL destilirane vode 
Priprava: 3,4 g KH2PO4 smo raztopili v 100 mL destilirane vode (pH = 7,2). Nato smo 
1,25 mL tako pripravljene osnovne raztopine razredčili v 1000 mL destilirane vode in 
dobro premešali. Z dispenzorjem smo raztopino razdelili v epruvete po 9 mL in jih 




- 0,2 mg INT (2-p-jodofenil-3-p-nitrofenil-5-fentil tetrazolijev klorid) (Sigma-
Aldrich, 18377-5G, USA) 
- dvakrat destilirana voda 
Priprava: 0,2 mg INT smo natehtali v 10 mL bučko, do 10 mL dopolnili z dvakrat 
destilirano vodo in premešali. Sledila je sterilizacija s filtracijo prek filtra v 2 mL epruvete. 
Tako pripravljeno raztopino smo do uporabe hranili v hladilniku. 
 
Druge kemikalije 
- 96 % etanol (Merck, Nemčija) 
- dimetil sulfoksid (Merck, Nemčija) 
 
3.2.5 Laboratorijska oprema in naprave 
 
Uporabljali smo naslednjo opremo: analitsko in digitalno tehtnico (Sartorius, Nemčija, 
Mettler Toledo, Švica), avtoklav (Sutjeska, Srbija), digestorij (Iskra, Slovenija), hladilnik 
(LTH, Slovenija), inkubator (Kambič, Slovenija), mlinček (IKA, Belgija), plinski gorilnik, 
rotavapor (Heidolph, Nemčija), stresalnik (Tehtnica, Slovenija), vrtinčni mešalnik 
(Tehtnica, Slovenija), zamrzovalnik (LHT, Slovenija). 
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Poleg navedenih naprav smo uporabljali tudi splošno laboratorijsko opremo in pribor, kot 
so petrijevke, mikrocentrifugirke, avtomatske pipete, multikanalne pipete, nastavki za 
pipete, prozorne mikrotitrske ploščice, kivete, stojalo za epruvete, cepilne zanke, filter 
papir, rokavice ter ostalo steklovino, kot so epruvete, steklene bučke z obrusom, bučke, 




3.3.1 Priprava etanolnih izvlečkov 
 
Sveže nabrane rastline smo posušili in jih nato zmleli v mlinčku. Nato smo po 30 g vsake 
vrste natehtali v erlenmajerico in dodali 100 mL 96 % etanola. Sledila je ekstrakcija na 
magnetnem mešalu, kjer se je vsebina segrela do temperature vrelišča, nato pa ob 
konstantnem mešanju segrevala še nadaljnjih 30 minut. Po ekstrakciji smo vzorce ohladili 
in skozi filtrirni papir prefiltrirali v stekleno bučko z obrusom. Z vakuumskim rotacijskim 
uparjevalnikom smo odparili dodani etanol. Po odparitvi etanola smo stehtali mase 
etanolnih izvlečkov, ki smo jih do uporabe hranili v hladilniku. 
 
  
Slika 6: Posušen (levo) in zmlet (desno) rastlinski material. 
 
3.3.2 Revitalizacija bakterij 
 
Pred izvedbo eksperimenta so bili izolati bakterij shranjeni v krioepruvetah v 
zamrzovalniku pri temperaturi -20 °C. Izolate smo odtalili na sobni temperaturi in vsakega 
posebej s cepilno zanko prenesli v 4 oz. 9 mL tekočega gojišča MHB/BHI. Sledila je 24-
urna inkubacija na stresalniku pri 100 obr./min. in temperaturi 37 °C za vrste L. 
monocytogenes, S. aureus in E. coli ter 30 °C za bakterije P. fragi. Po inkubaciji smo 
kulture aseptično nacepili na trdno gojišče TSA in znova inkubirali 24 ur pri 37 oz. 30 °C. 
Po inkubaciji smo preverili rast značilnih kolonij. 
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3.3.3 Priprava inokuluma 
 
Po eno kolonijo ustrezne bakterijske kulture smo s cepilno zanko prenesli v 4 mL tekočega 
gojišča TSB in vsebino premešali na vrtinčnem mešalniku. Nato smo umerili optično 
gostoto (OD) preko merjenja absorbance pri 600 nm na OD 0,1. Tako smo dobili 
koncentracijo celic v inokulumu približno 107 cfu/mL. Ker smo želeli nižjo koncentracijo, 
smo inokulum razredčili do koncentracije 105 cfu/mL.  
 
3.3.4 Določanje koncentracije celic v inokulumu 
 
Za določitev koncentracije celic smo uporabili metodo štetja kolonij na trdnem gojišču. 
Najprej smo 100 µL inokuluma prenesli v mikrocentrifugirko z 900 µL fiziološke 
raztopine in vsebino dobro premešali. Po enakem postopku smo razredčevali naprej do 
razredčitve 10-5. Iz zadnjih štirih razredčitev smo 10 µL (po 3 kapljice) prenesli na trdno 
gojišče TSA, ki smo ga predhodno razdelili na štiri dele. Te 3 kapljice so predstavljale 3 
paralelke. Po 24-urni inkubaciji pri temperaturi 37 °C, smo prešteli zrasle kolonije in po 
enačbi (1) izračunali prvotno koncentracijo celic v inokulumu. Upoštevali smo samo tisti 





× R                                                                                                                    …(1) 
 
Legenda: 
N – koncentracija bakterij v vzorcu (cfu/mL) 
ΣC – vsota vseh kolonij na vseh števnih delih plošče 
n1 – število paralelk prve upoštevane razredčitve 
n2 – število paralelk druge upoštevane razredčitve 
R – faktor razredčitve pri prvi upoštevani razredčitvi 
 
 
Slika 7: Ovrednotenje števila bakterij v inokulumu z metodo štetja kolonij. 
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3.3.5 Priprava izhodnih in delovnih raztopin etanolnih izvlečkov 
 
Etanolne izvlečke navadne koprive (U. dioica) in dveh vrst mrtve koprive (L. orvala in L. 
galeobdolon) smo pred uporabo raztopili v topilu dimetil sulfoksid (DMSO) ter pripravili 
izhodne raztopine vseh izvlečkov v koncentraciji 50 mg/mL. Tako pripravljene izhodne 
raztopine smo nato razredčili do ustrezne delovne koncentracije v tekočem gojišču TSB. 
 
3.3.6 Načrt in izvedba metode razredčevanja v mikrotitrski ploščici 
 
Z metodo mikrodilucije smo testirali protimikrobno učinkovitost etanolnih izvlečkov 
navadne koprive (U. dioica) in dveh vrst mrtve koprive (L. orvala in L. galeobdolon).  
Najprej smo si za vsak poskus pripravili načrt izvedbe in označili mikrotitrske ploščice. 
Mikrodilucijsko metodo smo izvedli s pomočjo prozornih mikrotitrskih ploščic, ki imajo 
96 luknjic. 
 
V označeno mikrotitrsko ploščico smo najprej v vse luknjice, razen v prvo vrstico, nanesli 
po 50 µL sterilnega tekočega gojišča TSB. V prvo vrstico smo odpipetirali 100 µL 
pripravljene delovne raztopine, in sicer za vsak izvleček po 3 paralelke. Nato smo serijsko 
razredčevali tako, da smo prve 3 luknjice s pipeto 8-krat premešali in raztopino prenesli v 
naslednjo vrstico. Tako smo nadaljevali vse do zadnje vrste, iz katere smo 50 µL zavrgli. 
Enako smo naredili za ostale izvlečke. Na ta način smo pripravili dvakratne razredčitve 
rastlinskih pripravkov. Na koncu v vse luknjice, kjer smo pripravili dvakratne razredčitve, 
dodamo 50 µL pripravljenega inokuluma bakterij. Pri tem smo uporabljali multikanalno 
pipeto. 
 
Poleg tega smo za pravilno ovrednotenje rezultatov pripravili še naslednje kontrole: 
- pozitivna kontrola (PK): 50 µL TSB + 50 µL inokuluma 
- negativna kontrola (NK): 50 µL TSB + 50 µL delovne raztopine izvlečka 
- slepi vzorec (B): 100 µL TSB 
 
Mikrotitrsko ploščico smo pokrili s pokrovom, zmešali na stresalniku mikrotitrskih ploščic 
in inkubirali 24 ur pri temperaturi 37 °C. Po inkubaciji je sledilo ovrednotenje rezultatov. 
Po enakem postopku smo izvedli metodo mikrodilucije za vsak bakterijski sev posebej. 
 
3.3.7 Določanje MIK in MBK 
 
Za določitev minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) smo po inkubaciji mikrotitrskih 
ploščic v vse luknjice dodali 20 µL reagenta INT. Reagent INT je bakterijski rastni 
indikator, ki sprejema elektrone iz encima dehidrogenaze in reagent reducira v rdeče 
obarvan formazan INT. Ploščice smo dali za 1 minuto na stresalnik, zavili v alufolijo in jih 
inkubirali pol ure pri 37 °C. Po inkubaciji smo rezultate vizualno odčitali glede na 
spremembo barve. Prehod iz rdeče v neobarvano luknjico je predstavljal MIK, pri kateri je 
protimikrobna učinkovina inhibirala rast testnega bakterijskega seva. 
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Minimalno baktericidno koncentracijo (MBK) smo določili s preverjanjem preživelih 
bakterij na hranljivi plošči. Po inkubaciji mikrotitrskih ploščic smo iz luknjic, v katerih ni 
bilo več bakterijske rasti in prvih, v katerih je bila rast še prisotna, prenesli po 10 µL 
vzorca na trdno gojišče TSA, ki smo ga nato inkubirali 24 ur pri temperaturi 37 °C. Po 
inkubaciji smo število preživelih bakterij določili s štetjem kolonij. Vrednost MBK smo 
določili kot najnižjo koncentracijo vzorca, pri kateri po nacepitvi na agar TSA ni bilo 
bakterijske rasti. 
 
Poskuse z mikrodilucijsko metodo smo izvedli v dveh bioloških ponovitvah. Če je bil 





Rezultati eksperimentalnega preverjanja protimikrobne učinkovitosti izbranih etanolnih 
izvlečkov navadne koprive (U. dioica) in dveh vrst mrtve koprive (L. orvala in L. 
galeobdolon) na 4 izbranih bakterijskih sevih so izraženi v vrednostih MIK in MBK in so 
zbrani v preglednici 4 in 5. 
 
Preglednica 4: Protimikrobna učinkovitost (MIK) etanolnih izvlečkov (mg/mL). 
 
Rezultati so pokazali, da je etanolni izvleček navadne koprive (U. dioica) bolje inhibiral 
rast grampozitivne bakterije L. monocytogenes kot bakterije S. aureus. Proti negativni 
bakteriji E. coli pa je deloval enako kot proti grampozitivni S. aureus, saj smo v obeh 
primerih določili vrednost MIK 2 mg/mL. Razvidno je tudi, da ima izvleček navadne 
koprive (U. dioica) najnižjo vrednost MIK proti gramnegativni bakteriji P. fragi, in sicer 
0,78 mg/mL. 
 
Iz rezultatov je razvidno, da je etanolni izvleček mrtve koprive L. orvala deloval podobno 
na grampozitivno bakterijo L. monocytogenes in gramnegativno E. coli, in sicer v 
koncentraciji >2 mg/mL, vendar točne vrednosti MIK pri tem nismo določili. Slabša 
protimikrobna učinkovitost tega izvlečka se je pokazala proti bakteriji S. aureus in P. fragi, 
kjer smo določili vrednost MIK 4 mg/mL. Etanolni izvleček L. galeobdolon je deloval 
podobno kot izvleček L. orvala, vendar pa je precej boljše inhibiral rast gramnegativne 
bakterije P. fragi, kjer smo določili vrednost MIK 1 mg/mL. 
 
Mikroorganizmi MIK (mg/mL) 
 U. dioica L. orvala L. galeobdolon 
L. monocytogenes ŽM58 1 >2 >2 
S. aureus ŽMJ72 2 4 >4 
E. coli ŽM370 2 >2 >2 
P. fragi ŽM648 0,78 4 1 
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Slika 8: Vizualno določanje MIK na mikrotitrski ploščici. 
 
Preglednica 5: MBK etanolnih izvlečkov (mg/mL). 
Legenda: n. d.: ni določeno. 
 
Vrednost MBK je predstavljala najnižjo koncentracijo izvlečka v mikrotitrski ploščici, ki je 
v 99,9 % uničila bakterije. Iz rezultatov je razvidno, da smo za etanolni izvleček navadne 
koprive določili vrednost MBK le na sevu P. fragi, in sicer 1,56 mg/mL. Pri ostalih 
testiranih sevih MBK nismo mogli določiti, saj so bile te koncentracije višje od tistih, ki 
smo jih uporabili v našem, časovno in materialno omejenem eksperimentalnem delu. 
 
Za etanolna izvlečka mrtve koprive L. orvala in L. galeobdolon pa so vrednosti MBK 
enake oz. zelo podobne, razen pri bakteriji P. fragi, kjer je MBK nižja za izvleček L. 
galeobdolon in znaša 2 mg/mL. 
 
 
Slika 9: Določanje MBK s štetjem kolonij na agarskih ploščah. 
Mikroorganizmi MBK (mg/mL) 
 U. dioica L. orvala L. galeobdolon 
L. monocytogenes ŽM58 n. d. >2 >2 
S. aureus ŽMJ72 n. d. 4 >4 
E. coli ŽM370 n. d. >4 >4 
P. fragi ŽM648 1,56 >4 2 
Žalik A. Protimikrobna aktivnost etanolnih izvlečkov navadne (U. dioica) in mrtve koprive (Lamium sp.).   18 





V eksperimentalnem delu smo ugotavljali protimikrobno učinkovitost navadne koprive (U. 
dioica) in dveh vrst mrtve koprive (L. orvala in L. galeobdolon) na izbranih sevih. Na 
podlagi rezultatov, ki smo jih predstavili v poglavju 4 in primerjali z že obstoječimi 
literaturnimi viri smo lahko potrdili ali ovrgli predhodno postavljene delovne hipoteze. 
 
Številne študije poročajo, da so grampozitivne bakterije bolj občutljive na delovanje 
rastlinskih učinkovin kot gramnegativne (Gibbons, 2008; Mirtaghi in sod., 2016; 
Modarresi-Chahardehi in sod., 2012; Motamedi in sod., 2014). Odpornost gramnegativnih 
bakterij naj bi bila posledica zunanje membrane njihove celične stene, ki deluje kot ovira 
pri vstopu nekaterih snovi, vključno z antibiotiki in detergenti. Posledično je prepustnost 
membrane veliko manjša kot pri grampozitivnih bakterijah. Poleg tega lahko nekatere od 
teh odpornih vrst proizvajajo polisaharidno kapsulo, ki preprečuje vstop nekaterih snovi v 
citoplazmo. (Mirtaghi in sod., 2016; Motamedi in sod., 2014). 
 
Naši rezultati so pokazali, da je etanolni izvleček navadne koprive (U. dioica) inhibiral rast 
vseh testiranih bakterijskih sevov. Več raziskav poroča o protimikrobnem učinkovanju 
ekstraktov navadne koprive (U. dioica) proti bakterijam vrste S. aureus, L. monocytogenes 
in E. coli (Gülçin in sod., 2004; Mahmoudi in sod., 2014; Motamedi in sod., 2014), kar je v 
skladu z našimi rezultati. Motamedi in sod. (2014) v svoji študiji na podlagi rezultatov 
sklepajo, da je ciljno mesto učinkovin navadne koprive bakterijska celična stena. 
 
Nasprotno Mirtaghi s sodelavci (2016) v svoji raziskavi navaja, da so bile občutljive vse 
grampozitivne bakterije, medtem ko gramnegativna bakterija E. coli ni bila dovzetna za 
izvlečke navadne koprive. 
 
O protimikrobnem delovanju navadne koprive na bakterijo P. fragi še ni bilo objavljene 
nobene raziskave. Vendar pa obstaja nekaj študij, ki so pokazale, da so bakterije rodu 
Pseudomonas, natančneje vrste  P. aeruginosa primerljivo dovzetne na izvlečke U. dioica 
kot grampozitivne bakterije (Koszegi in sod., 2017; Ramtin in sod., 2014; Salih in sod., 
2014), kar so pokazali tudi naši rezultati. Izvleček navadne koprive je najbolje učinkoval 
proti bakteriji P. fragi. 
 
Glavne kemijske sestavine, ki bi naj bile odgovorne za protimikrobno delovanje navadne 
koprive, so alkaloidi, fenoli, flavonoidi, tanini, saponini in maščobne kisline (Salehzadeh 
in sod., 2014; Salih in sod., 2014). 
 
Naše hipoteze, da imajo izvlečki navadne koprive (U. dioica) boljši protimikrobni učinek 
na grampozitivne bakterije kot na gramnegativne bakterije, ne moremo potrditi, saj je bila 
bakterija P. fragi najbolj občutljiva, E. coli pa primerljivo občutljiva na izvleček kot 
grampozitivne bakterije. 
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Rezultati eksperimenta so pokazali, da sta tudi etanolna izvlečka mrtve koprive L. orvala 
in L. galeobdolon, učinkovala proti izbranim bakterijam. Njuno protimikrobno delovanje je 
bilo podobno, razlika se je pokazala le pri gramnegativnemu sevu P. fragi, katerega je 
učinkoviteje inhibiral izvleček L. galeobdolon. Raziskav o protimikrobni aktivnosti teh 
dveh izvlečkov še ni, vendar pa Chipeva s sodelavci (2013) v svoji študiji poroča o 
protimikrobnem delovanju izvlečkov druge vrste rodu Lamium (L. album) proti bakterijam 
vrste E. coli, S. aureus in P. aeruginosa. 
 
V primerjavi z navadno koprivo, pa je bilo protimikrobno učinkovanje izvlečkov mrtve 
koprive L. orvala in L. galeobdolon slabše, saj so bile minimalne inhibitorne in 
baktericidne koncentracije večje. Zaradi uporabe enakega topila lažje primerjamo rezultate, 
vendar pa so razlike v rezultatih različnih vrst rastlin pričakovane, saj se le-te razlikujejo 
po vsebnosti aktivnih spojin. 
 
Večina bioloških aktivnosti rastlinskih vrst Lamium je povezana z njihovimi glavnimi 
sestavinami, to so fenolne spojine in eterična olja. Polifenoli, flavonoidi, terpeni in 
steroidni derivati prav tako prispevajo k protimikrobnemu delovanju (Salehi in sod., 2019). 
Fenolne spojine se lahko raztopijo v bakterijski membrani in tako prodrejo v celico, kjer 
sodelujejo s celičnimi presnovnimi mehanizmi (Marino in sod., 2001). 
 
Postavili smo hipotezo, da imajo izvlečki navadne koprive (U. dioica) boljši protimikrobni 
učinek proti različnim bakterijam kot izvlečki dveh vrst mrtve koprive, ki so na razpolago 
za testiranje (L. orvala in L. galeobdolon). Na podlagi rezultatov eksperimenta lahko to 
hipotezo potrdimo. 
 
Salih in sod. (2014) domnevajo, da rastlinski proizvodi delujejo prek dveh glavnih 
mehanizmov delovanja; prvi je povezan s splošno hidrofobnostjo rastlinskih proizvodov, 
kar olajša njihov oprijem na površino bakterij, kar povzroči nestabilizacijo. Drugi 
mehanizem je inaktivacija različnih bakterijskih molekul, kot so encimi ali receptorji, 
zaradi adhezije rastlinskih učinkovin na določena mesta v bakterijski celici. 
 
Različne protimikrobne lastnosti so lahko posledica izolacije različnih spojin v različnih 
topilih, uporaba različnih tehnik ekstrakcije in morda kemijske razgradnje s polarnimi in 
nepolarnimi topili. Način ekstrakcije, vrsta rastline, geografsko in ekološko stanje, 
podnebje, sezonski in eksperimentalni pogoji, starost rastline, okoljski dejavniki stresa in 
medvrstne razlike igrajo pomembno vlogo in lahko pojasnijo raznolikost rezultatov v 
različnih študijah (Mahmoudi in sod., 2014; Kregiel in sod., 2018). 
 
Kljub razlikam pa rezultati teh raziskav kažejo, da imajo izvlečki koprive protimikrobno 
delovanje proti širokemu spektru bakterij, pogosto izoliranih iz živil in zato potencialno 




Žalik A. Protimikrobna aktivnost etanolnih izvlečkov navadne (U. dioica) in mrtve koprive (Lamium sp.).   20 





Na podlagi rezultatov eksperimentalnega dela lahko povzamemo naslednje: 
 
- V začetku naloge smo postavili hipotezo, da imajo izvlečki navadne koprive (U. 
dioica) boljši protimikrobni učinek na grampozitivne bakterije kot na 
gramnegativne bakterije. Na podlagi rezultatov smo to hipotezo ovrgli, saj je 
izvleček proti gramnegativnim bakterijam deloval primerljivo kot proti 
grampozitivnim, še posebej pa je bil učinkovit proti gramnegativnemu sevu P. 
fragi. 
 
- Predpostavili smo, da ima izvleček navadne koprive (U. dioica) boljše 
protimikrobno delovanje proti različnim bakterijam kot izvlečka dveh vrst mrtve 
koprive (L. orvala in L. galeobdolon), kar smo z eksperimentom potrdili. 
 
- Pri učinkovanju izvlečkov mrtve koprive L. orvala in L. galeobdolon ni vidnih 
razlik, razen na gramnegativno bakterijo P. fragi, katero je boljše inhibiral izvleček 
L. galeobdolon. 
  
Žalik A. Protimikrobna aktivnost etanolnih izvlečkov navadne (U. dioica) in mrtve koprive (Lamium sp.).   21 





Za preprečevanje kvara hrane in obvladovanje povzročiteljev okužb in zastrupitev s hrano  
so še vedno pogosto v uporabi kemijski konzervansi. Med potrošniki so nezaželeni zaradi 
potencialno negativnih učinkov, vključno z nevarnostmi za zdravje ljudi zaradi kemijskih 
ostankov v živilskih izdelkih ter pridobivanjem odpornosti mikroorganizmov na 
uporabljene kemijske učinkovine. Rastlinski izvlečki predstavljajo naravne vire 
protimikrobnih sredstev, ki so spoznani kot prehransko varni  in s še drugimi pozitivnimi 
učinki na obstojnost izdelkov ali zdravje potrošnikov (npr. antioksidativna učinkovitost 
izvlečkov fenolnih spojin številnih rastlinskih materialov, kot so sadje, zelenjava, začimbe 
itd.). 
 
V diplomski nalogi smo želeli ugotoviti protimikrobno aktivnost etanolnih izvlečkov 
navadne koprive (U. dioica) in dveh vrst mrtve koprive (L. orvala in L. galeobdolon). Iz 
posušenih rastlin smo pripravili etanolne izvlečke in jih testirali na izbranih bakterijskih 
sevih. Pri tem smo uporabili metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici. Protimikrobno 
delovanje smo ovrednotili z vrednostmi MIK (minimalna inhibitorna koncentracija) in 
MBK (minimalna baktericidna koncentracija). 
 
Izvlečki so pokazali protimikrobno aktivnost pri testiranih sevih, a je izvleček navadne 
koprive (U. dioica) učinkoviteje inhibiral rast bakterij (nižje vrednosti MIK in MBK) kot 
izvlečka mrtve koprive (L. orvala in L. galeobdolon). MIK izvlečka navadne koprive se 
giblje med 0,78 in 2 mg/mL, MBK pa smo določili le proti bakteriji P. fragi, ki znaša 1,56 
mg/mL. MIK izvlečkov mrtve koprive pa smo določili med 1 in >4 mg/mL ter MBK med 
2 in >4 mg/mL. 
 
Zaradi razlik v zgradbi celične stene smo predpostavili, da imajo izvlečki navadne koprive 
boljši protimikrobni učinek na grampozitivne kot na gramnegativne bakterije, vendar so 
rezultati pokazali, da je bilo delovanje primerljivo oz. uspešnejše proti gramnegativnim 
bakterijam, saj je izvleček najbolje inhibiral rast bakterije vrste P. fragi. 
 
Protimikrobno delovanje izvlečka mrtve koprive L. orvala in L. galeobdolon je bilo skoraj 
enako, vidna razlika je bila le pri gramnegativni bakteriji P. fragi, katero je učinkoviteje 
inhibiral izvleček L. galeobdolon, in sicer z MIK 1 mg/mL ter MBK 2 mg/mL. 
 
Iz rezultatov lahko sklepamo, da so vsi trije izvlečki primerni za uporabo kot potencialni 
vir naravnih protimikrobnih spojin, vendar pa so potrebne nadaljnje raziskave za 
identifikacijo bioaktivnih spojin, predvsem tistih, ki so razlog izjemno dobre aktivnosti 
proti bakterijam Pseudomonas, ki so v živilstvu izjemno pomembni kvarljivci hrane. Po 
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